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Resumen

La trufa negra (Tuber melanosporum Vittad.) es de los pocos hongos micorricicos que se ha
conseguido cultivar. Una de las principales preocupaciones de los truficultores es que los hongos
ectomicorricicos (ECM) provenientes de terrenos aledanos al cultivo puedan desplazarla y perjudicar
su produccion futura. Para ello, es necesario conocer las comunidades de hongos ECM procedentes
de los montes que rodean a las plantaciones, asi como su evolucién a lo largo de la vida de las
plantaciones, para asi determinar la viabilidad del cultivo en el tiempo. Con el objetivo de estudiar la
influencia de la comunidad flingica en las plantaciones de trufa negra, se analiz6 una plantacion
trufera en Lleida y también cdmo evoluciona esta comunidad con la edad de las plantaciones
(plantaciones de 3, 5, 7, 10, 14 y 20 anos en Teruel). Los resultados obtenidos indican que los
plantones inoculados con T. melanosporum en ambientes forestales pueden ser colonizados por
otras especies ECM y que la comunidad flangica varia a lo largo de la vida de las plantaciones. En
nuestros experimentos, observamos que la biomasa de micelio de T. melanosporum no esta
afectada por la distancia al bosque o por la abundancia de otros hongos ECM distintos de T.
melanosporum. Tampoco vemos que T. melanosporum disminuya a lo largo de 20 anos. De hecho,
nuestros resultados muestran que en plantacion esta especie es capaz de mantener su nicho sin
competencia de otros hongos.

Palabras clave
Truficultura, diversidad flngica, cronosecuencia trufa negra, Quercus ilex.

1. Introduccion

La trufa negra negra (Tuber melanosporum Vittad.) es un hongo hipogeo ectomicorricico.
Debido a su alto valor en el mercado, su cultivo estd ampliamente extendido en todas las areas de
clima Mediterraneo alrededor del mundo (Europa, Australia, EUA, Chile, Argentina, Sudafrica y Nueva
Zelanda) (Cejka et al., 2022; Oliach et al.,, 2021). Las plantaciones se realizan con plantones
micorrizados del género Quercus y Corylus, realizandose principalmente con Q. coccifera, Q. faginea,
Q. humilis, Q. ilex y C. avellana (Fischer et al., 2017). A pesar de los grandes avances realizados en
el conocimiento de la gestién de las plantaciones truferas, muchas plantaciones tienen todavia
producciones inconsistentes en el tiempo y en el espacio (Leonardi et al., 2020; Selosse, 2020).

La competencia por otras especies del género Tuber de menor valor como Tuber aestivum
Vittad., Tuber brumale Vittad. o Tuber borchii Vittad. o por otras especies de hongos ectomicorricicos
(ECM) se han apuntado como una de las posibles causas del fracaso de las plantaciones (De Miguel
et al., 2014; Garcia-Montero et al., 2008; Pinuela et al., 2021; Valverde-Asenjo et al., 2009). Por
este motivo, la realizacion de plantaciones de trufa negra en parcelas colindantes al bosque o con la
presencia cercana de especies huésped ectomicorricicas, se han desaconsejado tradicionalmente,
debido, en principio, a la abundancia potencial de esporas o de micelio de hongos ectomicorricicos
competidores que podrian desplazar a T. melanosporum (Frochot et al., 1990; Reyna, 2012;
Sourzat, 1997). No obstante, es necesario comprender la ecologia de T. melanosporum y las
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interacciones con el resto de la comunidad flngica para ver si esta premisa es cierta y para ello,
todavia faltan estudios exhaustivos que describan como cambia la comunidad flungica a lo largo de
la vida de una plantacion. De igual manera, tampoco existe informacién precisa sobre la posible
competencia entre las especies nativas de hongos ECM y la especie introducida (T.
melanosporum)en un entorno de plantacion rodeado de bosque.

2. Objetivos

El primer objetivo del estudio fue analizar el efecto de la distancia del arbol huésped al
bosque en el desarrollo de T. melanosporum en plantones plantados bajo condiciones de alta
exposicion a indculo de otros hongos ECM. El segundo objetivo consistié en analizar los cambios en
la composicion de la comunidad flingica en una cronosecuencia de 20 anos en 29 plantaciones de
Tuber melanosporum a los 3, 5, 7, 10, 14 y 20 anos de su establecimiento.

3. Metodologia

Para el primer objetivo, se establecié en mayo de 2010 una plantacién de 249 Quercus ilex
inoculadas con T. melanosporum en un pasto abandonado de una hectarea en el Prepirineo de
Lleida (42°02'36.96"N, 1°14'5.62"E). La plantacién esta situada a 996 m.s.n.m y presenta un
suelo calcareo y una textura Franca (USDA), estando rodeada la parcela de un bosque de encinas
adulto. Las plantulas se plantaron con un marco de plantacion de 6 m x 6 m. En cada arbol se
colocd un acolchado de polipropileno de 2 m x 2 m para evitar la competencia herbacea y favorecer
su supervivencia durante los primeros anos de la vida de la plantacién (Olivera et al., 2014). Cinco
anos después de realizar la plantacion (mayo de 2015), se escogieron al azar 28 arboles, y se
midieron la altura, el didametro del cuello y la distancia minima al bosque. De cada uno de los 28
arboles, recogimos muestras de suelo a 40 y 80 cm del tronco (28 x 2 distancias = 56 muestras)
para determinar la cantidad de micelio de T. melanosporum de cada arbol, relacionandolo con la
distancia al monte y al mismo tiempo caracterizar la comunidad de hongos del suelo.

Para el segundo objetivo (cronosecuencia), el estudio se llevd a cabo en 29 plantaciones de
un proyecto a largo plazo en curso para observar los patrones de crecimiento de T. melanosporum
en arboles inoculados de Quercus ilex en la provincia de Teruel (Liu et al., 2016, 2014). Las edades
estudiadas representaban la etapa de pre y postproduccion segln Suz et al. (2008): 3, 5y 7 anos, y
10, 14 y 20 anos, respectivamente. Seleccionamos 5 plantaciones de cada edad, excepto a la edad
de 5 anos, en la que sbélo se muestrearon 4 plantaciones. En cada plantacion se seleccion6 un arbol
al azar. De ese arbol se tomaron muestras de suelo a 40, 100 y 200 cm del tronco. para determinar
la cantidad de micelio de T. melanosporum y caracterizar la comunidad de hongos del suelo.

La comunidad del suelo se estudié mediante la secuenciaciéon masiva utilizando la region ITS2
(Inrmark et al., 2012), y el micelio se cuantific6 mediante la técnica gPCR (Parladé et al., 2013).

4. Resultados

En el primer estudio y cinco anos después del establecimiento de las plantulas, la altura
media de los arboles era de 74,6 cm (con un rango de 28 a 120 cm) con un didmetro medio del
cuello de la raiz de 10,7 mm (con un rango de entre 5,55 y 24,20 mm). No se encontré ninguna
relacion entre el diametro del cuello de la raiz o la altura de la planta con la distancia al bosque
(p=0,21 y p=0,98 respectivamente). Como era de esperar dada la edad temprana de la plantacion,
el micelio de T. melanosporum se encontré principalmente cerca del tronco (40 cm) y rara vez se
detectd a los 80 cm (una media de 0,601 mg-g1 a 40 cm frente a 0,016 mg-g1 de suelo a 80 cm,
p<0,0001). La comunidad flngica varié en funcién de la distancia del bosque (p=0,002) (Tabla 1),
siendo los arboles plantados mas cerca del bosque los que presentan una comunidad distinta. A 40
cm del tronco, dénde las comunidades flingicas corresponden a la del arbol hospedante, se
encontré que la proporcion de hongos ECM distintos de T. melanosporum aumentaban con la
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proximidad al bosque, pero no se encontrd esta relacion a los 80 cm del tronco. La comunidad
fingica del suelo también varié en funcion del diametro del cuello de la raiz (Tabla 1). El efecto del
diametro del cuello de la raiz sobre la composicion flungica varié con la distancia al bosque
(interaccion significativa diametro del cuello x distancia al bosque, Tabla 1). La interaccion entre el
diametro del cuello de la raiz y la distancia revelé que mientras la distancia tenia una influencia en
la comunidad que rodeaba a los arboles pequenos (p=0,001), no habia diferencias para los arboles
de mayor diametro del cuello de la raiz (p=0,29). Ademas de la distancia al bosque, hubo
diferencias en la composicion fungica del suelo entre las muestras realizadas a 40 cm y a 80 cm del
tronco de los arboles (Tabla 1). Asi a 40 cm, encontramos que la cantidad de micelio de T.
melanosporum afectaba a la composicion de la comunidad (R2=0,05, p=0,046). Sin embargo, no se
encontré ninguna asociacion entre la composicion y la cantidad de micelio de T. melanosporum a 80
cm (p=0,22) y tampoco se encontré ninguna relacion entre la cantidad de micelio de T.
melanosporum y la cantidad de hongos ECM distintos de T. melanosporum a 40 cm (p=0,90) nia 80
cm del tronco (p=0,64).
Tabla 1. PERMANOVA de la comunidad flngica transformada mediante Hellinger a nivel de especie en una plantacion

trufera. Factores principales (DT = distancia al tronco (cm); DF = distancia al bosque (m); D = diametro del cuello de la raiz
del arbol (mm).

Factor gl R2 p-valor
Distancia al tronco (DT) 1 3,5 0,005
Distancia al bosque (DF) 1 4,44 0,002
Didametro del cuello de la

raiz del arbol (D) 1 2,75 0,040
DT x DF 1 1,09 0,975
DTxD 1 1,23 0,896
DFxD 1 3,15 0,016
DT x DF x D 1 0,01 0,989
Total 55

Los resultados del estudio de cronosecuencia mostraron que el micelio de T. melanosporum
aumentaba su abundancia con la edad de los arboles y disminuia con la distancia al tronco del arbol
huésped (p<0,001 y p<0,001 respectivamente). Observamos cambios en la composicion flngica de
la comunidad con la edad de los arboles (p=0,001) y con la distancia al tronco (p=0,002). Los
cambios en la composicién flingica reflejaron un incremento de la abundancia de T. melanosporum
con la edad de la plantacién: a 40 cm no habia diferencias entre las edades (R2=0,20, p=0,134),
mientras que si las hubo a 100 y 200 cm (R2=0,27, p=0,006, y R2=0,33, p=0,001,
respectivamente). La abundancia relativa de los grupos funcionales flngicos que no incluyen a T.
melanosporum cambid a lo largo de la edad de la plantacién (Tabla 2), y la mayoria de ellos
disminuyeron su abundancia a medida que la plantaciéon se desarrollaba. En cambio, los hongos
ectomicorricicos distintos de T. melanosporum no mostraron ninguna asociacidon con la edad.
Tampoco se encontrd ninguna asociacion entre la abundancia de T. melanosporum en el suelo
basada en la qPCR y la abundancia relativa de hongos ECM. Por el contrario, la abundancia de T.
melanosporum se correlacioné con una disminucion de los hongos micorricicos arbusculares, los
mohos, las levaduras y los hongos patégenos de plantas (Tabla 2), aunque algunas de estas
asociaciones no fueron lineales. Por ejemplo, se observd un marcado descenso de los hongos
patégenos vegetales a partir de los 10 anos, observando que disminuyeron de forma significativa en
las edades mas maduras: 14 y 20 anos (Tabla 2). El analisis de las especies indicadoras mostr6é que
T. melanosporum se asoci6 con los arboles de 5, 7, 10, 14 y 20 anos (p=0,04). En general, se
encontr6 un nldmero similar de OTUs ectomicorricas en todas las edades. Encontramos que
Genabea spp y Melanogaster spp resultaron ser especies indicadoras a los 40 cm a las edades de 5
y 10 anos mientras que Rhizopgon roseolus se encontrd asociado a 100 cm y 200 cm a los 10 anos
y Trichophaea spp a 200 cm a los 20 anos. Respecto a otras especies del género Tuber, sbélo
identificamos a T. brumale de forma ocasional en tres muestras a 40 cm a las edades de 3, 7y 14
anos.

-
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Tabla 2. Relacion de la abundancia relativa de los grupos funcionales de hongos con la edad de los arboles huésped (3, 5, 7, 10, 14 y 20 anos) y con la abundancia de micelio de T.
melanosporum, incluyendo todas las distancias desde el tronco (40, 100 y 200 cm). Letras diferentes indican diferencias significativas entre las edades de la plantacién (P<0,05).

Se muestra la relacion positiva (+) o negativa (-) y la significacion (p: "ns" 20,05).

Grupos funcionales de 3 anos 5 anos 7 anos 10 anos 14 anos 20 anos T 'Lr\rlr):lgiiggfrgr?) y
0, 0, 0, 0, 0, 0, .
hongos (%+SE) (%+SE) (%+SE) (%=SE) (%1SE) (%+SE) nivel significacién
ECM, incluyendo 85+2.1b | 21,3+81b | 16,3+2.4b | 24,6+49b | 53,4+2.7a | 433+82a +(0,000)
T. melanosporum (%)
ECM, excluyendo 1,8109a | 88458a | 38+19a | 81+38a | 15¢40a | 68t42a ns
T. melanosporum (%)
T. melanosporum (%) 6,7+1,7 a 125+4,7a | 12,5+4,3a | 16,5+5,0a | 38,4+4,4b | 36,4+59b -
Micorrizas (i‘/r)buscu'ares 0,4+0,1ab | 1,1+0,5ab | 1,4+0,1a | 2,4+15ab | 0,4+0,1ab | 0,2+0,0b - (0,009)
0
. . 13,0423 | 14,5429 | 150+1,7 | 158+1,6
o ’ y y ’ ’ y y ’
Saprofito Ascomiceto (%) ab ab ab ab 9,0£1,1b 19,5+4,6 a ns
12,5425
Mohos (%) o 14,4+2.4a | 158+2,1a | 12,7+1,6a | 6,6+1,5¢ | 7,7+0,2 cb - (0,006)
Levaduras (%) 10,3+2,2a | 6,0+0,8ab | 82+19a | 88+0,7a | 7,6+0,.8ab | 4,7+11b -(0,039)
Patégenos vegetales (%) | 17,143,7a | 15,3+2,3a | 14,6+3,0a | 10,7+2,1a | 7,6+0,7b | 6,2+1,3b - (0,009)

-
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5. Discusion

Los hongos ectomicorricicos (ECM) se han utilizado en ocasiones para mejorar el
establecimiento y el crecimiento de las plantaciones forestales, pero también se pueden cultivar
para obtener un rendimiento econémico. Las trufas pertenecientes al género Tuber se encuentran
entre los pocos y mas exitosos intentos de cultivar hongos micorricicos comestibles (Guerin-
Laguette, 2021). El cultivo de la trufa negra (Tuber melanosporum Vitt.) es uno de los mas
avanzados, aunque todavia no se ha logrado su completa domesticacion (Selosse, 2020). Entre las
recomendaciones mas generalizadas para garantizar el éxito de la plantacion, se ha desaconsejado
tradicionalmente el establecimiento de plantaciones en zonas forestales (Sourzat, Genola & Saenz,
2010). El principal argumento ha sido que los hongos ECM de las parcelas forestales cercanas
pueden desplazar con el tiempo a T. melanosporum en el sistema radicular de las plantas
inoculadas introducidas en campo, poniendo en riesgo la viabilidad de la produccién de trufas. No
obstante, dado que T. melanosporum se introduce primero al inocularse la planta en vivero, podria
tener una ventaja sobre los posibles competidores procedentes del bosque (Reyna, 2012), sin
perjuicio que puedan establecerse otros hongos ECM. En nuestro caso, observamos que la
composicion de la comunidad flngica del suelo bajo los arboles plantados mas cerca del bosque era
diferente de la comunidad bajo los arboles situados en el centro de la plantacién. Vimos que la
supuesta influencia de la distancia al borde del bosque en la comunidad de hongos del suelo era
menor en el caso de los arboles de mayor didmetro del cuello de la raiz siendo estos también los
arboles que presentaban la mayor cantidad de micelio de T. melanosporum. Los arboles pequenos
parecian ser menos capaces de mantener a T. melanosporum y también eran mas propensos a
acoger la comunidad nativa del suelo. A pesar de la marcada diferencia entre las comunidades
flngicas alrededor del borde del bosque y en el centro de la plantacion, T. melanosporum fue capaz
de establecerse en toda la plantacién (no se encontré ninguna correlaciéon entre la abundancia de
micelio de T. melanosporum y la distancia al bosque). También observamos que el crecimiento de
los arboles parece ser un factor clave en el establecimiento de T. melanosporum. Nuestros
resultados confirman los hallazgos obtenidos anteriormente en otros estudios (Suz et al., 2008), que
muestran que una mayor abundancia de micelio se encuentra bajo los arboles de mayor diametro
del cuello de la raiz.

En el caso de la cronosecuencia de 20 anos, observamos un incremento lineal de la
abundancia de T. melanosporum paralelo a la edad de los arboles huésped, desarrollandose de
forma constante tanto a escala temporal como espacial. A medida que la trufa negra se
desarrollaba, dominaba la comunidad flngica y alcanzaba su maximo bajo arboles de 10 anos, sin
gue se encontraran grandes diferencias entre estos arboles y los de mayor edad (14 y 20 anos). No
encontramos signos de competencia o sustitucion con otros grupos funcionales, ya que i) no
encontramos incrementos en otros ECM que no fueran T. melanosporum con la edad, y ii) no se
encontraron OTUs de ECM claramente indicadores en los arboles mas adultos. Asi, veinte anos
después del establecimiento, T. melanosporum seguia siendo abundante en las proximidades del
tronco, es decir, en las zonas que fueron colonizadas justo después de la plantacion. Estudios
previos han sugerido que otras especies ECM pueden desplazar de forma progresiva a T.
melanosporum con la edad del arbol (Agueda et al., 2010; Olivier et al., 2018), En nuestro caso, la
proporcion de hongos ECM distintos de T. melanosporum se mantuvo constante a lo largo del
tiempo, coincidiendo con los resultados obtenidos en estudios previos donde no se observa un
desplazamiento de T. melanosporum por otros hongos ECM (Liu et al., 2014, 2016), por lo que
podemos rechazar la hipétesis de que otros hongos ECM desplazarian a T. melanosporum con la
edad del arbol.

6. Conclusiones

Los resultados obtenidos del primer objetivo tienen implicaciones en la gestion forestal. La
conversion de pastos abandonados o antiguos campos agricolas en plantaciones truferas puede ser
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una estrategia para recuperar los mosaicos paisajisticos caracteristicos del bosque mediterraneo.
Ademas, puede suponer una via para la recuperacion de la produccion silvestre y que podria ayudar
a capitalizar las explotaciones forestales con los ingresos obtenidos. Nuestros resultados indican
gue, aunque la vecindad del bosque influya en la comunidad flngica del suelo, ésta puede tener un
efecto limitado en el crecimiento del micelio de la trufa de una encina (Q. ilex) de 5 anos. Destaca el
papel del crecimiento del arbol, el cual condiciona la mayor abundancia de micelio de T.
melanosporum, lo que nos sugiere mejorar las practicas de gestion para promover el crecimiento de
la planta.

Ademas, hemos podido confirmar que la expansion de T. melanosporum sigue el desarrollo
del sistema radicular, desplazando a los otros grupos funcionales, no encontrando signos de que T.
melanosporum sea reemplazada por otros hongos ECM. Y que la producciéon de T. melanosporum no
esta limitada por la competencia por otros hongos ECM distintos, por lo que seria necesario
investigar otros mecanismos adicionales que subyacen en la produccion de la trufa negra.
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